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論文内容要旨
             【研究目的およ び方法】
 本研究では, 肝虚血再灌流時の肝障害発症に関与する脂質過酸化動態を解析 し, 肝虚血再灌流
 障害を直接的に, かっ鋭敏に反映する新しい血中パラメーターを提唱するため, 以下に示す二つ
 の実験を施行した。 1) 連続肝虚血モデルを用いた再灌流実験: ブタ肝門部流入血行路を 10,
 20, 30 分連続遮断・解除したモデルを用い, 再灌流 90 分後まで主要膜構成脂質の過酸化1次生
 成物, phosphatidylcholine hydroperoxide (PCOOH) の肝組織および肝静脈血と末梢血の濃度
 を CL-HPLC 法で経時的に測定した。 同時に測定した肝組織血流量, alanine amino七ransferase
 (ALT), 肝energy charge, 動脈血中ケトン体比 (AKBR), 肝還元型グルタチオン (GSH) を
 比較し, 末梢血PCOOH の測定意義について検討した。 2) 連続虚血および反復虚血モデルを
 用いた再灌流実験:末梢血 PCOOH が最大となる再灌流時間を把握するとともに, 肝組織内で
 展開される再灌流障害の程度を末梢血 レベルで低侵襲性にモニタリングすることが可能か否かに
 ついて検討するため, ブタ肝門部流入血行路を 10, 30 分連続遮断後解除した連続虚血モデルの
 2群と, 虚血 10 分・再灌流 10 分を繰り返 し総虚血時間を 30 分に設定した反復虚血モデルを作
 成し, 再灌流6時間後まで肝障害度を ALT で, 肝実質細胞障害を AKBR と末梢血 PCOOH で,
 類洞内皮細胞障害をヒアルロ ン酸で評価 し, 比較検討した。
              【研究結果】
 1) 連続肝虚血モデルを用いた再謹流実験
 肝 energy charge と動脈血中ケトン体比は虚血時間が長いほど著明に低下 し, 再灌流後は良好
 に回復した。 再灌流により, ALT と肝組織 PCOOH 濃度は経時的に上昇し, 還元型グルタチオ
 ン濃度は経時的に減少した。 末梢血中の PCOOH 濃度は, 肝組織および肝静脈血中の PCOOH
 濃度との間に極めて強い正の相関関係が認められた (r=0.978, 0.989)。
 以上の結果より, 肝における再灌流障害の発症には活性酸素による膜脂質過酸化が強く関与し
 ており, 末梢血PCOOH は再灌流障害を直接的に, かっ鋭敏に把握する指標となる可能性が示
 唆された。
 2) 連続肝虚血および反復肝虚血モデルを用いた再灌流実験
 ALT の上昇は, 10 分虚血群と反復虚血群では軽度で, 30 分虚血群では再灌流 20 分後より6
 時間後まで有意に高値を示した。 AKBR は, 連続虚血群と反復虚血群のいずれにおいても虚血
 により有意に低下した。 再灌流後は 10 分虚血群で速やかに改善 し, 30 分虚血群は回復が遅延 し,
 一550 一
 反復虚血群は再灌流 90 分後に良好な回復を示した。 総虚血時間が同じであっても, 反復虚血は
 肝エネルギー代謝上, 有利であることが示された。 末梢血 PCOOH は, 連続虚血群と反復虚血
 群のいずれにおいても再灌流 90 分後にピークを形成 し, その後6時間まで漸減した。 10 分連続
 虚血群と反復虚血群では再灌読後 90 分に, 30 分連続虚血群では再灌流後 30 分より4時間まで
 有意な高値を示した。 虚血前値とピークを示 した再灌流 90 分後の末梢血 PCOOH を3群間で比
 較すると, 連続虚血群の最大値は, 10 分虚血で虚血前値の約2倍, 30分虚血で約7倍, 反復虚
 血群では約 2.2 倍であり, 反復虚血群では, 再灌流障害が 10 分連続虚血群と同レベルまで有意
 に軽減された。 末梢血PCOOH をモニタリングすることにより, 再灌流時の ALT 上昇や AKBR
 で評価できない再灌流障害を極めて鋭敏に把握可能であることが示され, 反復虚血による再灌流
 障害の軽減効果が初めて明らかになった。 末梢血ヒアルロン酸は, 連続虚血群で虚血直後より再
 灌流直前まで急増 し, 再灌流後6時間まで経時的に減少した。 反復虚血群では, 虚血を繰り返す
 ことにより漸増し, 再灌流後速やかに減少した。 10 分連続虚血群では再灌流直前に, 30 分連続
 虚血群では再灌流直前より再灌流1時間後まで, 反復虚血群では再灌流直前より再灌流後 30 分
 まで有意に高値を示 した。 虚血前値と再潅流直前およびPCOOH がピークを示す再灌流 90 分後
 の末梢血ヒアルロ ン酸を3群問で比較すると, ヒアルロン酸濃度の ピーク値は 10 分虚血群で虚
 血前値の約6倍, 30 分虚血群で約 12 倍, 反復虚血群では約7倍であった。 PCOOH がピークと
 なる再灌流 90 分後では・ 3群間に有意差を認めなかった。
 以上の結果か ら, 末梢血 PCOOH はヒアルロン酸測定との比較において も, 再灌流障害のモ
 ニタリングに極めて有利であると考え られる。 生肝温虚血後の再灌流障害の早期病態形成には,
 肝類洞内皮細胞障害よりも膜脂質過酸化が誘導する肝実質細胞障害が強く関与していると考えら
 れ る。
               【結 語】
 末梢血 PCOOH は, 肝組織内で展開される膜脂質過酸化反応を忠 実に反映 し, 再灌流障害の
 発症・進展を早期に予知する有用な血中パラメータであ る。
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 審査結果の要旨
 肝の流入血行路遮断は肝実質切離時の簡便な出血制御法として広く応用されているが, 連続的
 な遮断, もしくは一回の虚血時間の長い反復遮断では動脈血中ケトン体比 (AKBR) などの残肝
 機能の回復遅延が指摘されている。 一方, 再灌流障害に対処するためには, その障害因子と考え
 られている活性酸素種の情報が不可欠であり, 再灌流障害の程度を鋭敏に, かつリアルタイムに
 把握する簡便な 指標が求め られているのが現状であ る。
 本研究は, 特異的なphosphatidylcholine hydroperoxide (PCOOH) の測定により再灌流時
 の肝障害発症に関与すると考えられている脂質過酸化動態を解析 し, 末梢血レベルでの測定意義
 について各種パラメ 一夕ーと比較検討 している。
 ブタ肝門部流入血行路を 10, 20, 30 分連続遮断・解除した実験において, 虚血により肝
 energy charge と AKBR は虚血時間依存性に低下 し再灌流により良好な回復を示 したが, ALT
 と肝組織 PCOOH 濃度は再灌流後に経時的な上昇を示 し, 還元型グルタチオン濃度は減少した。
 末梢血 PCOOH 濃度は, 肝組織および肝静脈血 PCOOH 濃度との間に極めて強い正の相関関係
 が認められた。 10, 30 分連続遮断後解除した連続虚血モデルの2群と, 虚血 10 分・再灌流 10
 分を繰り返 し総虚血時間を 30 分に設定した反復虚血モデルを用いた実験では, 末梢血 PCOOH
 が連続虚血群と反復虚血群のいずれにおいても再灌流 90 分後にピークを形成 し, その後6時間
 まで漸減した。 反復虚血群では, 再灌流時の末梢血 PCOOH の上昇が 10 分連続虚血群と同レベ
 ルまで有意に軽減された。 末梢血 PCOOH の測定により, ALT や AKBR で評価できない比較的軽
 度の再灌流障害をも極めて鋭敏に把握可能であることが示され, 反復虚血による再灌流障害の軽
 減効果が初めて明らかになった。 ヒァルロン酸は, 連続虚血群では虚血直後より再灌流直前まで,
 反復虚血群では虚血を繰り返すことにより漸増 し, 再灌流後速やかに減少 しており, PCOOH が
 ピークとなる再灌流90 分後では3群間に有意差を認めなかった。 末梢血 PCOOH は, ヒアルロン
 酸測定との比較において も, 再潅流障害のモニタリングに極めて有利であると考えられた。 以上
 より, 全肝温虚血後の再灌流障害の早期病態形成には, 肝類洞内皮細胞障害よりも膜脂質過酸化
 が誘導する肝実質細胞障害が強く関与しており, 末梢血 PCOOH は再灌流障害の早期発症・進
 展を直接的に, かつ鋭敏に把握する新 しい血中パラメーターとなりうる可能性が強く示唆された。
 本研究の特徴である特異的な PCOOH の定量により, 肝組織および血中の過酸化脂質動態を
 解析 し, 末梢血レベルでの測定意義を解明することに着手した研究は独創的で, 末梢血 PCOOH
 を用いた再灌流障害モニタリングの臨床応用の確立に路を開いた ものと考え られ, 臨床的にも意
 義がある学位論文に相応しい重要な研究と評価される。
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